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(57) SAMMANDRAG: 

Uppfinningen avser en farmaceutisk komposition, som tillsam-* 
mans med en f armaceutiskt acceptabel b&rare innefattar humant insu- 
lin och human C-peptid i ett molf 5rh&llande humant insulin : human 
' C- P e P tid som ligger i intervallet fr&n ca 1:4 till ca 4:1. Kompo- 
sitionen ar v&rdefull f8r behandling av diabetes samt for befr&n- 
jande av naturlig hormon-homeostas , varigenom kompositionen motver- 
kar uppkomst av sddana sjukdoms symptom eller tillst&nd, som utgor 
komplikationer av diabetes. 
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Diabetes mellitus ar en amnesomsattningss jukdom, vid vilken 
kroppsvavnaderna icke ftfrraar oxidera kolhydrater i normal' utstrack- 
ning. Den viktigaste s'jukdomsfaktorn ar bristen pa insulin. Under 
de senaste 60 aren har diabetess juka personer i stor utstrackning ♦ 
kunnat fa*hjalp genora att de givits insulin i kontrollerade mang- 
der, Hittills har det insulin, som anvants av diabetikerna , isole- 
rats ur bukspottkSrtlar fran d'jur, i regel n&tkreatur och svin. 
Bade ntftkreatursinsulinet och svininsulinet skiljer sig fran det 
av manniskans bukspottk6rtel als'trade insulinet i fraga om sin 
struktur. Sedan en kort tid tillbaka har det tack vare rekorabinant- 
DNA-tekniken blivit mojligt att framstalla ett insulin, som ar iden- 
tiskt med det av manniskans bukspottkortel tillverkade insulinet. 
Genom att anvanda ett sadant insulin kan diabetespatienten mera 
troget an hittills efterlikna kroppens naturliga system. 

Man vet emellertid sedan lang tid tillbaka att insulinadminist- 
rering ensam icke ar tillfyllest for att hos diabetespatienten ater- 
stalla och/eller uppratthalla en normal amnesomsattning. Insulin 
har visserligen sin patagliga effekt pa kolhydratmetabolismen, men 
det finns ytterligare sjukliga fb'reteelser som uppkommer i samband 
med diabetes mellitus; de fiesta av dessa (om icke alia) har att 
gtira med blodkarlens struktur och funktion. Endast sallan ar det 
med konventionell insulinterapi m6jligt att fullstandigt korrigera 
de defekter, som leder till namnda sjukliga foreteelser. 

De med diabetes fdrknippade abnormiteterna i karlsystemet 
kallas ofta "komplikationer av diabetes". De bestar vanligen i 
mikroangiopatiska f Brandringar, som ger upphov till skador i nat- 
hinnan och njurarna. Ytterligare en komplikation av diabetes ar 
neuropati, som eventuellt kan tankas ha direkt eller indirekt sam- 
band med nyssnamnda mikroangiopatiska f orandringar . Exempel pa 
specif ika manifestationer av diabeteskomplikationer ar 1) ogonsjuk- 
domar, bl.a. retinopati, gri starr, grSn starr (glaukom), fdrlam- 
ning av extraokulara muskier; 2) muns jukdomar , bl.a. gingivit, akad 
kariesfrekvensj periodontala sjukdomstillstand, stSrre resorption 
av alveolarken; 3) motorisk, sensorisk och autonom neuropati; 
l\) sjukliga tillstand i de stora karlen; 5) mikroangiopati ; 6) hud- 
sjukdomar, bl.a.. xanthoma diabeticorum, necrobiosis lipoidica 
diabeticorum, furunkulos, mykos och pruritus; 7) njurs jukdomar, bl. 
a. diabetes-glomeruloskleros, arteriolar nefroskleros , pyelonefrit; 
och 8) problem i samband med havandeskap, bl.a. hos de nyfodda 
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barnen. okad frekvens av hOg fSdelsevikt, d8dfodda barn, missfall, 
neonatal dtid och medfodda defekter hos barnen. 

Manga och kanske alia komplikationerna av diabetes uppkomrner 
pi grund av att insulinet ensamt i sig sjalvt icke f5rmar aterstal-, 
la den. naturliga hormonbalansen i kroppen. 

Foreliggande uppfinning avser f armaceutiska kompositianer, 
sora battre an insulin administrerat ensamt for sig sjalvt fbrmar 
astadkomraa och' uppratthalla naturlig hormonhomeostas hos en dia- 
betespatient . . * 

ITppfinningen avser saledes.en farmaceutisk komposition, vilken 
tillsammans med en f armaceatiskt acceptabel barare omfattar humant 
insulin och human C-peptid i ett molf orhallande humant insulin : 
human C-peptid inom intervalle.t fran ca i:k till ca 4:1. 

De bada viktiga bestindsdelarna av de farmaceutiska kompo- 
sitioner, som avses enligt fb'religgande uppfinning, ar humant insu- 
lin och' human C-peptid, 

. Humant insulin kan erhallas pa olika satt, bl.a. genom orga- 
niska synteser, isolering ur humana bukspottkortlar 3 omvandling av 
humant proinsulin, omvandling av isolerat animaliskt insulin sarnt 
- sedan hagon tid tillbaka - genom rekorabinant-DNA-teknik. 

Med anvandning av rekombinant-DNA-teknik kan humant insulin 
framstallas genom separat expression och isolering av a ena sidan 
A-kedjan i humant insulin och a andra sidan B-kedjan i humant insu- 
lin, med ef terfSljande upprattande av deras speciella disulf idbryg- 
gor. Alternativt kan den medel3t rekombinant-DNA-tekniken bildade 
produkten vara sjalva det humana proinsulinet som sadant eller en 
prekursor till humant *proinsulin, vilken sedan omvandlas till humant 
proinsulirt. Darefter spjalkas proinsulinet enzymatiskt, t.ex. med 
anvandning av trypsin och karboxipeptidas B, till bildning av hu- 
mant insulin . 

Man kan aven framst Ilia humant insulin utgaende fran insulin 
fran svin. Humant insulin skiljer sig fran svin-insulinet med av- 
seend.^pS. en enda aminosyra, narmare bestamt i fraga om den amino- 
syra, som bef inner sig vid B-kedjans karboxylande . Alanin, som ar 
B-50 aminosyran i svin-in'sulin, avspjalkas och ersattes med treonin. 
Se hartill exempelvis U.S. -patentet 3.276.961. 

Den andra aktiva bestandsdelen i den enligt' uppfinningen av- 
sedda kompositionen, namligen den humana C-peptiden, ar en del av 
en peptid som ingar i humant proinsulin och till vilken insulinets 
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A- och B-kedjor &r khutna. Denna peptid, som kallas "forbindelse- 
peptid" (connecting peptide), avlagsnas i samband med att humant 
insulin framstalles' ur proinsulin. FSrbindelsepeptiden i humant 

proinsulin har forraeln , 
Arg-Arg-Glu-Ala-Glu-Asp-Leu-Gln-Val-<51y-Gln-Val-<31u- 

L-eu-Gly-Gly^Gly-Pro-Gly-Ala-Gly-Ser-Leu-Gln-Pro-Leu- 
Ala-Leu-Glu-Gly-Ser-Leu-Gln-Lys-Arg. 

Den humana C-peptid, som ingar i kompositionen enligt fore- 
liggande uppf inning, skiljer sig fran fbrbindelsepeptiden genom 
att fyra aminosyror ar eliminerade, tva vid vardera Snden. Den 
humana C-peptiden har salunda foljande struktur: 

Glu-Ala-Glu-Asp-L«u-Gln-Val-Gly-Gln-Vfcl-Glu-Leu-Gly- 

Gly-Gly-Pro-Gly-Ala^ly-Ser-Leu-^ln-Pro-t,eu-Ala- 

Leu-Glu-Gly-Ser-Leu-Gln. 

Den humana C-peptiden, som ingar i kompositionen enligt upp- 
finningen, kan framstallas genom kemisk syntes; se t.ex. N. Yanaihara, 
C. Yanaihara, M- Sakagami, N. Sakura, T. Hashimoto och T* Nishida i 
Diabetes 27 (suppl. 1), 1*19-160 (1978). Den kan aven framstallas 
ur humant proinsulin, varvid den erhalles till fSljd av att den 
avspjalkas vid framst&llning av humant insulin. 

De aktiva bestandsdelarna i kompositionen enligt uppfinning- 
en kan saledes erhallas pa flera olika satt, sasom ovan visats, bl- 
a. ur humant proinsulin. Framsta* lining av insulin medelst rekombi- 
nant-DNA-teknik kan i generella ordalag s£gas innebara fSljande: 
Man iordningstaller eller bereder en DNA-sekvens, som kodar for 
human- proinsulinets aminosyrasekvens, varvid namnda DNA-sekvens 
kan erhallas genom isolering, konstruktion eller en kombination av 
bada dessa tillvagagangssStt . Den for humant proinsulin kodande 
DNA insattes sedan i la"sfas i en lamplig klonings- och expressions- 
b&rare. Bararen anvandes for transf ormering av en lamplig mikro- 
organism > varefter den transf ormerade mikroorganismen underkastas 
sadana jSLsningsbetingelser som resulterar i a) bildande av ytterli- 
gare exemplar (kopior) av den proinsulin-genen innehallande bararen 
och b) expression (dvs. bildande) av proinsulin eller en proinsulin- 
prekursor. 

Om namnda expressionspro'dukt enligt b) ar en proinsulinpre- 
kursor, innef attar den i regel det humana proinsulinets aminosyra- 
sekvens bunden vid sin aminogruppande till ett fragment av ett pro- 



460 334 

k 

tein, vars expression eller bildning normal t &r kodad inom den gen- 
s elevens,- i vilken proin'sulin-genen har insatts. Proinsulinets ami- 
nosyrasekvens ar ftfrbunden med ifragavarande proteinfragment genom 
ett specif ikt spjSlkbart forbindningsst&lle , i typiska fall metionin. 
Denna produkt kallas ofta " fused gene product", (dvs. produkt* fr&n 
s.a.s. inbordes "hopsm&lta" gener), i det foljande forkortat "f.g.- 
produkt" . 

® • Proinsulin-aminosyrasekvensen avspjalkas fran f .g. -produkten 
med anvandning av cyanogenb rondo", varefter pro insulin- amino syra- 
sekvensens cysteinsulf hydrylgrupper stabiliseras genom att de over- 
fores till motsvarande S-sulfonater. 

Det erhallna proinsulin-S-sulfonatet renas , och det renade 
proinsulin-S-sulfonatet omvandlas sedan till proinsulin genom upp- 
rattande av de tre disulf idbryggorna pa deras ratta stallen. 

NMr proinsulinet har renats spjaikas detsamma enzymatiskt. 
I typiska. fall anvander man harvid trypsin och karboxipeptidas B. 
Man erhaller da humant insulin och human C-peptid., 

Kompositionerna enligt foreliggande uppfinning innehaller 
humant insulin och human C-peptid i ett molf orhallande inora omradet 
fran ca 1:4 till ca 1:1, Foretradesvis ligger fSrhallandet humant 
insulin : human C-peptid i intervallet fran ca 1:2 till ca 2:1, 
allra heist fran ca 1:1 till ca 2:1. 

Sasom ovan angivits ar kompositionerna enligt uppfinningen 
vardefulla for beframjande av naturlig hormonhomeostas och d&rigenom 
fGr ftfrhindrande eller avsevard minskning eller fordrojning av de 
fenomen, som befunnits vara komplikationer av diabetes • Betraffande 
den mMngd av kompositionerna enligt uppfinningen, som behovs anting- 
en for uppr&tthallande av naturlig hormonhomeostas eller f8r upp- 
naende av ett sadant tillstand hos diabetikern, vilket ligger narmare 
det naturliga hormonhoraeostastillstandet , s3, galler givetvis att 
denna m&ngd kommer att bli beroende av diabetess jukdomens svarhets- 
grad. Dessutom varierar mSngden av kompositionen i beroende av 
ajministreringssattet . Det blir i sista hand den enskilde l&karen, 
som far avgtfra i hur stor mangd och hur ofta kompositionen skall ad- 
ministreras. Dock kan sSgas att doseringen i allmSnhet kommer att 
ligga i det intervall, som ger fran ca 0,02 till ca 5 enheter humant 
insulin per kg kroppsvikt per dygn, foretradesvis fran ca 0,1 till 
ca 1 enhet humant insulin per kg kroppsvikt per dygn. 
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Kompositionen administreras parenteralt, inkl. subkutana, 
intramuskula'ra och intravenosa administreringar. Kompositionerna 
enligt uppfinningen oxnf attar de aktiva bestandsdelarna, dvs. humant 
insulin och human C-peptid, tillsammans med en farmaceutiskt accep-. 
tabel bSrare for dem saint even'tuellt andra terapeutiska best&nds- 
delar. Den totala ma'ngden aktiva bestandsdelar i kompositionen 
ligger i intervallet fran ca 99 3 99 till ca 0,01 viktprocent. BSra- 
ren maste vara acceptabel i den bemfirkelsen att den fir kompatibel 
med andra komponenter i kompositfionen och icke Skadar mottagaren. 

Kompositioner enligt' uppfinningen, vilka ar lSmpliga f5r 
parenteral administrering, kan la*mpligen innefatta sterila vatten- 
lOsningar och/eller -suspensioner av de farmaceutiskt aktiva be- 
st andsdelarna, vilka losningar eller suspensioner f dretrSdesvis 
gttres isotoniska med mottagarens bl'od; haVrvid anvandes vanligen 
natriumklorid, glycerol, glukos, raannitol, sorbitol och liknande 
kMnda medel. Dessutom kan kompositionerna innehalla vilka som heist 
bland olika valbara adjuvanter, sasom buffertar, konserveringsmedel, 
dispergeringsmedel, medel som befr&mjar en snabbt intrgdande verkan, 
medel som befrSmjar langvarig verkan samt andra kMnda medel- Ty- 
piska konserveringsmedel Mr t.ex. fenol, m-kresol, metyl-p-hydroxi- 
bensoat m.m. Typiska buffertar a> t.ex. natriumf osf at , natrium- 
acetat, natriumcitrat m.m. 

Dessutom kan man for pK-inreglering anvSnda en syra, sasom 
klorv&tesyra, eller en bas, sasom natriumhydroxid. I regel ligger 
den vattenhaltiga kompositionens pH i intervallet fran ca 2 till 
ca 8, foretrSdesvis i intervallet fran ca 6,8 till ca 8,0. 

Andra lampliga tillsatser Sir exempelvis tvavSrd zinkjon, som 
vanligtvis ingar - om den ingar - i en mMngd fran ca 0,01 mg till 
ca 0,5 mg per 100 enheter humant insulin; samt protaminsalt (t.ex. 
i form av dess sulfat), som vanligtvis ingar - om det ingar - i en 
mSngd fran ca 0,1 mg till ca 2 rag per 100 enheter humant insulin. 

Exempel pa speciella farmaceutiska kompositioner enligt upp- 
finningen anges i nedanstaende utf Sringsexempel . 
Exempel 1 : .Preparat med neutralt regulj&rt humant insulin : human 

C-peptid (molfSrhallande humant insulin : human C-peptid 
uppgar till lik i kO enheter insulin per ml) 
F6r beredning av 10 ml komposition blandas 
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humant zinkinsulin (28 enheter/mg) ^00 enheter 
human C-peptid 30 mg 

fenol, destillerad 20 mg 

glycerol 160 mg " # 



vat ten, och antingen . 10%-ig klorvatesyra eller 10£-ig natrium-* 
hydroxid i tillrackliga mangder for erhallande av en komposition 
vars volym ar 10 ml och vars s'lutliga pH Sr 7,0-7,8- 
Exempel 2 :y Preparat med neutralt reguljart humant insulin : human 
C-peptid (molforhall'ande humant insulin : human C- 
peptid uppgar till 1:1; 100 enheter insulin per ml) 
For beredning av 10 ml komposition blandas 

humant zinkinsulin (28- enheter/mg) 1000 enheter 

human C-peptid 19 mg 

fenol, destillerad 20 mg 

glycerol 160 rag 

vatten och antingen 10#-ig klorvatesyra eller 10^-ig natrium- 
hydroxid i tillrackliga mangder for erhallande av en komposition 
vars volym ar 10 ml och vars slutliga pH ar 7,0-7,8. 
Exempel 3 : Preparat med protamine zink-humaninsulin : human C- 

peptid (molf orhallande humant insulin : human C-peptid 
uppgar till 1:1; 40 enheter insulin per ml) 
For beredning av 10 ml komposition blandas 



humant zinkinsulin (28 enheter/mg) 400 enheter 

human C-peptid 8 mg 

fenolj destillerad 25 mg 

zinkoxid 0,78 mg 

glycerol 160 mg 

protaminsulfat 4 3 0-6 3 0 mg 

natriumf osfat , kristaller 38 mg 



vatten och antingen 10#-ig klorvatesyra eller 10#-ig natrium- 
hydroxid i tillrackliga mangder fbr erhallande av en komposition 
vars volym ar 10 ml och vars slutliga pH ar 7,1-7^. 
Exempel- ; 4 ; ' Preparat med protamin, zink-humaninsulin : human C- 

peptid (molf orhallande humant insulin r human C-peptid 
" uppgar till 2:1; 100 enheter insulin per ml) 
For beredning av 10 ml komposition blandas 
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humant zinkinsulin (28 enheter/mg) 1000 enheter 

human C-peptid 9 mg 

fenol, destillerad 25 mg 

zinkoxid 2,0 mg 

glycerol . 160 mg 

protaminsulfat 10-15 nig 

natriumfosfat, kristaller 38 mg 

vatten och antingen 10#-ig klorvatesyra eller 10^-ig natrium- 
hydroxid i tillrackliga mSLngder "f Qr erhallande av en komposition 
vars volym ar 10 ml och vars slutliga pH &r 7,1-7,4- 
Exempel 5 : Preparat med isofan£>rotamin 3 zink-humaninsulin : human 
C-peptid (molforhallande humant insulin :human C-peptid 
uppgar till 1:1; 40 enheter insulin per ml) 
For beredning av 10 ml komposition blandas 

humant zinkinsulin (28 enheter/mg) 400 enheter 

human C-peptid 8 mg 

m-kresol, destillerad 16 mg 

fenol, destillerad 6,5 nig 

glycerol 160 mg 

protaminsulfat 1,2-2,4 mg 

natriumfosfat, kristaller 38 mg 

vatten och antingen 10#-ig klorvatesyra eller 10#-ig natrium- 
hydroxid i tillrackliga ma'ngder for erhallande av en komposition 
vars volym ar 10 ml och vars slutliga pH &r 7,1-7,4. 
Exempel 6 ; Preparat med isof arfprotamin, zink-humaninsulin : human 
C-peptid (molforhallande humant insulin : human C-pep- 
tid uppgdr till 4:1 5 100 enheter insulin per. ml) 
Par beredning av 10 ml komposition blandas 

humant zinkinsulin (28 enheter/mg) 1000 enheter 

human C-peptid 5 mg 

m-kresol, destillerad 16 m S 

fenol, destillerad 6,5 mg 

glycerol 160 mg 

protaminsulfat 3,0-6,0 mg 

natriumfosfat, kristaller 38 mg 

vatten och antingen 10#-ig klorvStesyra eller 10#-ig natrium- 
hydroxid i tillrackliga mangder. f6r erhallande av en komposition 
vars volym ar 10 ml och vars slutliga pH &r 7,1-7,4. 
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Exempel 7 : Preparat med zink-humanirisulin'suspension : human C- 

peptid (rnolfttrhallande humant insulin : human C-peptid 
uppgar till 1:2; ko enheter insulin per ml) 

For beredning av 10 ml komposition blandas 



humant zinkinsulin 28 enheter/rag) 400 enheter * 
human C-peptid 15 mg 

natriumacetat 3 vattenfritt 16 mg 

natriumkldrid, granular 70 mg 

metyl-p^hydroxibensoat ■» 10 mg 

zinkoxid 0,63 mg 



vafcten och antingen 10#-ig klorvatesyra eller lOf-ig natrium- 
hydroxid i tillrackliga mangder far erhallande av en komposition 
vars volym ar 10 ml och vars slutliga pH ar 7,2-7,5* 
Exempel 8 . Preparat med zink-humaninsulinsuspension : human O 

peptid (molf 5rhallande humant insulin : human C-peptid 
uppgar till 1:1; 100 enheter insulin per ml) 
For beredning av id ml komposition blandas 



humant zinkinsulin (28 enheter/rag) 1000 enheter 
human C-peptid 19 mg 

natriumacetat, vattenfritt 16 mg 

natriumklorid, granular 70 mg 

metyl-p-hydroxibensoat 10 mg 

zinkoxid " 1,6 mg 



vatten och antingen 10£-ig klorvatesyra eller 10#-ig natrium- 
hydroxid i tillrackliga mSngder fb*r erhallande av en komposition 
vars volym sir 10 ml och vars slutliga pH ar 7,2-7*5. 
Exempel 9 : Preparat med neutralt reguljart humant insulin : human 

C-peptid (molforhallande humant insulin : human C-peptid 
uppgar till l:k; ko enheter insulin per ml) 
Fo'r beredning av 10 ml komposition blandas 

humant natriuminsulin (28 enheter /mg) 400 enheter 

human C-peptid 30 mg 

fenol, destillerad 20 mg 

glycerol 160 mg 

vatten och antingen 10£-ig klorvatesyra eller 10£-ig natrium- 
hydroxid i tillrackliga mangder for erhallande av en komposition 
vars volym ar 10 ml och. vars slutliga pH ar 7,0-7,8. 



9 460 334 

Exempel 10 ; Preparat med n'eutralt re'guljfirt humant insulin : human 

C-peptid (molforhallande humant insulin : human C-peptid 
uppgar till 1:1; 100 enheter insulin per ml) 
F0r beredning av 10 ml komposition blandas ^ • 

humant natriuminsulin (28 enheter/mg) 1000 enheter 

human C-peptid 19 mg 

fenol, destillerad 20 m 6 

glycerol 160 m S 

vatten och antingen 10*-ig klorvatesyra eller 10#-ig natrium- 
hydroxid i tillrSlckliga mangder for erh&llande av en komposition 
vars volym ar 10 ml och vars slutliga pH £r 7,0-7*8. 



P a tentkrav 



1. Farmaceutisk komposition, kannetecknad av 
att den tillsammans med en f armaceutiskt acceptabel barare 
sasora aktiva komponenter innehaller. humant insulin och human 
C-peptid i ett molforhallande humant insulin : human C-peptid 
fran 1:4 till 4:1. 

2. Komposition enligt krav 1, kannetecknad av 
att molforhallandet humant insulin : human C-peptid ar fran. 1:2 
till 2:1 . 

3. Komposition enligt krav 1, kannetecknad av 
att molforhallandet humant insulin : human C-peptid ar fran 1:1 
till 2:1. 

4. Komposition enligt krav 1, kannetecknad av 
att den innehaller tvavard zinkjon. 

5. Komposition enligt krav 1, kannetecknad av 
att den innehaller protaminsalt . 



